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マウスにおける風疹ウイルス垂直感染
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Experimental vertical infection with rubella virus in mice.
Sachiko MATSUO(Department of Virology, Institute for Tropical Medicine, Nagasaki University)
Abstract: To establish an animal model of the vertical infection with the rubella virus, experi-
mental infection of mice, a strain ICR, has been studied. On 3 or 7 days after mating, pregnant
mice were inoculated with the Baylor R-1 strain of rubella virus by the intramuscular or
intranasal route. The neutralizing antibodies were detected in all mothers and suckling mice
and the virus isolation was performed from placenta and spleen of two pregnant mice. Abnor-
malities and absorptions of fetuses in the uterus of infected mother mice and high mortality of
newborns within two weeks after birth were observed. After two weeks from birth, the postnatal
growth and sequential death were obsevred between surviving newborns from rubella
infected mothers and those from non-infected mothers. No different results were found in
this experiment. The pregnant mice, however, has been shown to be a highly susceptible
host for studing experimental rubella infection, and it should be of considerable value in
studies of the transplacental transmission.
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緒　　　　　言
風疹ウイルスの試験管内定量法ほ干渉法や赤血球吸
着陰性プラーク法の確立で著しい進歩を来したが,実
験動物を用いた風疹ウイルスの病原性特に催奇形性の
研究ほ,多くの先人の追求にもかかわらず今日なお重
要な課題として残されている現況である.Sever et al.
(1966)は妊娠サルに風疹ウイルスを静脈内接種し胎
児の奇形発生を認めなかったと述べたが　Delahunt
et al･ (1967)ほこれを追試し,妊娠サルの流産及び
少数胎児に水晶体潤濁を認め, Amstey (1969)ほ羊
膜艦内接種では胎児に致死的であったという･しかし,
Heggie etal･ (1963)が強調しているように,サル
は感受性であるが,多くほ不顕性感染に終るという報
告はサルを用いた実験的垂直感染の研究に考慮しなけ
ればならない側面を持っている･ Kono et al･(1969)
及びCohen et al･ (1971)ほ妊娠ウサギに風疹ウイ
ルスを静脈内接種し,胎児の死亡や水晶体潤濁例を認
めているが,風疹ウイルスの病原性の検討のための実
験動物として,今日なお常用の域までにほ至っていな
い･一方, Cotlier et al･ (1968)は妊娠ラットが実験
的垂直感染に甚だ有望であることを述べたが,二　Avila
etal二(1972)によれば,風疹ウイルスを羊膜睦内に
接種し,ほじめて類似の所見が得られるといい,妊娠
ラットを垂直感染,特に風疹ウイルスの病原性の検討
の目的のために使用するにほなお多くの検討が必要で
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あろう　Rorke et al･ (1968)は妊娠フェレットに
風疹ウイルスを皮下接種し,胎児の脳内血管の病変を
病理解剖学的所見として指摘し,胎内感染を示唆した
が,本系による風疹ウイルスの病原性の検討のための
応用面にまでは言及していない･
以上のように風疹ウイルスの病原性特に実験的垂直
感染は妊娠サル,ウサギ,ラット及びフェレットにお
いて認められたとはいえ,なお実験条件に困難性が伴
っていることほ否定出来ない.著者ほ実験動物として
常用されている妊娠マウスが筋肉内及び鼻腔内接種で
感染し,胎盤及び牌臓からウイルスを分離することが
出来,かつ,出産噛乳マウスの死亡率が高いこと,及
び胎内胎児の異常,吸収を認め,妊娠マウスが実験的
垂直感染の研究に応用し得ることを見出したので報告
する.因みに,風疹ウイルスの増殖をマウス脳内接種
法で検討したものに, Oxford(1969)及びCarver et al.
(1969)の成績があるが,妊娠マウスを用いて風疹ウ
イルスの感受性及び垂直感染の検討を行った例は他に
'<�"｣い.
実験材料及び実験方法
1･マウス:自家繁殖しているICR　系マウス　ー12
週令,体重26-35gの未経産成熟マウスを用いた.衣
配ほ1日3-4回雄の交換を行い,腰栓形成を確認
し,鰹栓を認めたマウスを集め,無作意に群別し,そ
れぞれの実験に供した･交配後約2週間経過すると,
妊娠の兆が明かに現われ,妊娠マウスと判断したもの
ほ1匹ずつケージに別けて飼育した･分娩直後に出産
仔数をかぞえ,仔数の多少により母マウスの授乳に差
異が生じ,仔マウスの発育が不均等にならぬように実
験により8匹またほ10匹に調整して飼育した･
2･風疹ウイルス: Baylor R- 1株のVeto細胞5-7
代継代したもの(以下Rl株とのみ記す)を使用し
た･増殖用培養液にほ10%牛血清加199液,維持培養
液にほ2%仔牛血清加Eagle　液を用いた.
3･妊娠マウスのウイルス感染:腔栓形成確認日を交
配0日と定め,交配後3日目,または7日目に風疹ウ
イルスR l株の2･0×105-2･0×106PFU　を腎部筋肉
注射及び鼻腔内注入法で感染した･
4･仔マウスの発育状況:出産後1, 3, 5, 7, 14
及び21日に噛乳マウスの個々について体重を測定し,
1腹の晴乳マウスについて算術平均したものを仔マウ
スの平均体重とした.なお,飼育中に晴乳マウスが死
亡して1腹中の仔数が一定数に満たなくなった場合
は,母マウスの授乳の差により仔マウスの体重の不均
衡が生じることを考慮し,その体重測定を中止した.
5･血清採取:感染母マウス及び晴乳マウスから分娩
後1週間隔で採血した二　母マウスの抗体ほ個別に測定
し,晴乳マウスのそれほ,生後1週間隔で屠殺し,同
腹の仔マウスから得た血清を集めて測定した･但し,
出生直後の新生マウスの抗体ほ,分娩直後の間引した
仔マウス(一部初乳を呑んだものも含まれる)の血清
を集め, 20-30匹のをプールしたものを供試した･非
感染親マウス及び晴乳マウスについても同様な方法で
血清を採取した･
6･中和抗体測定:母マウス及び晴乳マウスの血清を
維持培養液で2倍階段希釈し　BSCj　細胞を用い
Hemadsorption二negative plaque法に従って,中和抗
体を測定した二　その際, plaque数が対照に比し50%
減少した希釈培数をもって被検血清の中和抗体値と
し, 1 : 8以上を陽性とした.
7･ウイルス分離:感染母マウスをウイルス接種後
1, 2, 3, 4週目に経時的に屠殺し,節,腎,肝,牌及
び拍児,胎盤を摘出した･これらの各臓器を2分し,
一部は維持培養液で10%乳剤とし, 10,000rpm-20分
遠心した二　遠心上清の0.2mlを予め試験管に単層培
養したVero細胞に接種し, 37℃cで1時間吸着後,
維持培養液を加え, 370Cで7-14日間培養した.他
の一部の各臓器はそれぞれトリプシンで消化し,直接
組織培養を行い, 37〇C　で7-10日間培養した･培養
後のウイルス増殖の有無はHemadsorption-negative
plaque法で検査した･
実　　験　　結　　果
Ⅰ二　感染雌マウスの妊娠率及び平均出産仔数
交配確認後3日目または7日日に風疹ウイルスRl
株を筋肉内接種及び経鼻感染(以下それぞれim- 3 ,
im二7, in二3, in-7とする)させた･交配後2週
目にほ外見上,明かに妊娠が確認されるので,それ以
後ほ1匹ずつ個別に飼育し,分娩に際して出産仔数を
記録した･確実に妊娠マウスと判定したものの中には
新生仔マウスが見られないままに妊娠の兆が消失する
ものがあった･これは胎児が吸収された場合か,流産或
は異常分娩のために分娩直後,母マウスによって始末
されたものと考えられ,成績の処置ほ妊娠当りと分娩
当りとに区別して平均出産仔数を算定した･ Table 1
に掲げたように交配後鰹栓形成を確認した雌マウスの
妊娠率をみると,非感染群85.7-73･Q%,R l株を筋肉
内及び経鼻的に感染した群では83･3-75･0%を示し,
両者の問に特に推計学的な差を認めなかった･ Tabe
lには分娩を行った母マウス及び妊娠マウスに対す
る出産仔数の比率を感染群と非感染群について比較し
たものを示した.本表から両者の間にほ推計学的に有
意差を見出すことほ出来なかった･しかし,出産母マ
ウスに対する出産仔数を個々についてみると,出産仔
Table l二　Influence of rubella virus infection in
and number of newborns per litter
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数ほ感染群,非感染群ともに10-14匹にピークがある
が, 1腹5匹以内の出産仔数ほ感染群に多く, 1腹15
匹以上のものは非感染群に多い傾向がみられた･
mice on the development of pregnancy
SfOご;reu…nddayNo.offema
micele
inoculationinoculated
im-3
im-7
in-3
in-7
85
(62)
108
(83)
-12
(42)
68
(63)
Pregnancy rate
Co)
82.3
(83.9)
75二0
(74.7)
83.3
(85･7)
82･4
(73.0)
Average number of newborns
per a mother per a pregnancy
ll.6　　　　　　　　10.6
(12･1)　　　　(11･0)
11.7　　　　　　　　10･3
(ll.7)　　　　(10･5)
11･4　　　　　　　　11･4
(12.8)　　　　(12.8)
11.7　　　　　　　　11･3
(12.0)
Rubella virus was inoculated in mice on 3 and 7 day after crossing intramuscularly (im-3
｡r imて) and intranasally (in二3 or in-7)･ The number in brackets shows the number and
percentage in case of non-infected mice･
牡.ウイルス感染時と妊娠日数との関係
交配による腫栓形成を確認した日を交配0日とし,
3日目または7日目に筋肉内接種法で感染したマウス
の一部について,早産あるいほ遅産の影響を検べた･
Table 2に示されるように,非感染群でほ瞳栓形成後
満18日及び19日で全ての雌マウスが分娩したのに対し
て, 3日目及び7日目筋肉内接種群ほそれぞれ17日で
分娩したもの5.9%及び13.3%を示し, 18日に分娩し
たもの29.4%及び33･3%を示した･この成績ほ妊娠期
間の短い生理条件をもつマウスにおいて,風疹ウイル
ス感染による妊娠期間の短縮を推定してもよいもので
あろう･
Table 2.　Effect of rubella virus infection on gestation days of pregnant mice･
Route and day
of virus
i noculation
N on-infected
im-3
im二7
No. of
pregnant
mice
8
17
15
Gestation time in days
17　　　　　18　　　　　19　　　　　20
o　　　　　　　4　　　　　　　-1
(50.0%)　(50.0%)
11
( 5.9%)　(64.7%)　(29.4%)
2　　　　　　8　　　　　　5
(13. 3%)　(53. 3%)　(33.3%)
Ⅲ.風疹ウイルス感染母マウスの胎内異常
腔栓形成後, 3日目及び7日目に筋肉内接種法で感
染したマウス及び非感染の交配マウスから無作意にそ
れぞれ5匹を選び交配後13日-17日目に開腹し胎内の
異常について検べた.胎児数66個体ないし44個体につ
いてその異常の有無を検べた･非感染群の胎内児は
12-15匹(母マウス1匹あたり平均13.2胎児)であり,
0
0
0
それらの胎児は肉眼的に全て正常であった･これに比
べ, 3日目感染群でほ,胎児数11-14匹(母マウス1
匹あたり12.8胎児)で,これらの胎児のうち,内出血
や胎盤が融合し吸収されつつあるものなどの異常を認
めた.これらの異常発生率は18･8%に達した･ 7日目
感染群でほ胎児数ほ非感染群より明かに少なく,か
っ,胎児の子宮内吸収を認鉤,胎内の異常を容易に確
認することが出来た(Photo 1)･ここで注目すべきこ
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とほ,感染群の妊娠当りの平均出産仔数(Table 1)と
胎内の異常発生状況(Table 3〕とを関連して考える
と,供試したマウスの数が少ないとはいえ,この異常
率ほ確かに高率である･
Table 3. Incidence of abnormalities and absorptions in the uterus of infected
pregnant mice with rubella virus
.第<outei
>fvirui
n｡cula喜nddayNu-eralofDayafterFetusesRate
i｡npregnantmicecrossingnormalabnormalabsorbedabn｡r患f
lalities
Non-infected
CI
C2
C3
C4
C5
13
15
15
16
16
15
IE
13
12
12
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
Total 66 0 0 0-''uo
im二3
EI
E2
E3
E4
E5
13
13
14
15
15
8
ll
9
13
ll
2
1
5
0
0
2
1
0
1
0
Total
im-7
MI
M2
M3
M･l
M5
14
15
15
16
17
52 8 4 18.8%
6
7
1
12
14
0
0
0
0
0
2
2
0
0
0
Total 40 0 4 9･1%
The remarks see in Table l･
Ⅳ･風疹ウイルスの分離
交配7日目に風疹ウイルスを筋肉内感染させた一部
の母マウスについて,感染後1週目から4週目まで毎
週屠殺し,肺,弾,肝,腎臓及び妊娠期間にあってほ
その胎盤ならびに胎児についてそれぞれウイルス分離
を試みた.感染1週目の妊娠マウスの牌臓から1例及
び感染2週目の胎盤から1倒それぞれウイルスを分離
し,風疹ウイルスと同定した.
Ⅴ･新生噂乳マウスの死亡率
風疹ウイルス感染母マウスから生まれた晴乳マウス
の出生後2週間に至るまでの死亡率についてⅩ2検定
法を用いて有意差の有無を検討した･この際の基礎条
件として晴乳マウスの発育が平均化するように母マウ
ス1掛こついて,晴乳マウスの数を出産直後一定数に
してから観察した.その成績をTable 4に掲げた.本表
中括孤内の数ほ非感染マウスの場合である.交配3日
目に筋肉内感染した母マウスから出産した晴乳マウス
579匹について2週間以内に死亡した晴乳マウスの死
亡率ほ9二0%であったのに対して,非感染群では晴乳
マウス443匹に対する死亡率は2･7%に過ぎず,感染
群の晴乳マウスの死亡率ほ非感染群のそれより3.3倍
も高率である･また,交配3日目に経鼻感染した母マ
ウスから出産した晴乳マウスの場合も非感染群の死亡
率に比べて3･2倍の高率を示した.
Ⅵ･風疹ウイルス感染マウスから出産Lた捕乳マウ
スの体重増加
晴乳マウスの胎内持続感染を想定し,非感染群及び
感染群マウスから出産した晴乳マウスの体重の変動に
ついて調べることとした･先ず,出産後直ちに母マウ
ス1匹当りの晴乳マウスが8または10匹になるように
調整して飼育し,同腹の晴乳マウスの体重の算術平均
値をプロットした･ただし,飼育経過中に晴乳マウス
1匹以上が死亡し出産後の調整数に変動を来した場合
は体重測定を中止し,検査集団から除外した�"Fig･ 1
に示されるように交配後3日目及び7日目に筋肉内接
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種法で感染した群と非感染群とを比較したものであ　　　関する限り特に体重増加の状況には差異を認めること
る･本図から非感染群及び感染群の生残晴乳マウスに　　　は出来ない･
Table 4.　Postnatal mortality of newborns within 2 weeks after birth
Route and day
of virus
inoculation
im-3
im二7
in-3
in-7
No. of
newborns
740
(571)
834
(654)
398
(459)
631
(542)
No･ of
sucklings
579
(443)
BEE
(534)
321
(362)
537
(453)
No･ of deaths
52
(12)
137
(Ill)
26
(9)
202
(108)
Mortality
しV
9･0
( 2･7)
30･9
(20.8)
8.1
( 2.5)
37.6
(23館8)
The remarks see in Table 1,
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Fig･2･ Detection of neutralizing antibody in mother
mice infected with rubella virus and newborns.
Ⅶ･風疹ウイルス感染母マウス及び哨乳マウスの血
清抗体消長
交配マウスの腔栓形成を確認した後, 7日目に筋肉
内接種及び経鼻感染したマウスについて分娩直後及び
1週間隔で6ないし7回,各回毎に20ないし40匹の母
マウス及びそれらの晴乳マウスから採血して得た血清
中の中和抗体を検査した･母マウスは個々の血清につ
いて調べ,嘱乳マウスの場合は同腹のものの血清をプ
ールしたものを供試した･中和抗体の値が1 : 8以上
を陽性とし,抗体保有状況を百分率で示しFig. 2に掲
げた･筋肉内接種感染群では感染2週目に30%, 4週
目に55%の抗体保有率を示した.筋肉内接種感染母マ
ウスから生まれた晴乳マウスの抗体保有率ほ,分娩直
級(初乳を呑んだものを一部含む)ほ50%を示し, 1
週後には90%に達したが,その後ほ抗体保有率の下降
を示した.経鼻感染の場合,感染母マウス及び晴乳マ
ウスの抗体獲得ほ感染後2ないし4週目では筋肉内接
種群の場合よりやや高率であった･
考　　　　　　察
風疹ウイルスの垂直感染は妊娠初期の妊婦に観察さ
.;,さI.
'､･ l∴
れることは周知の事実であるが,実験動物では垂直感
染に関する成績は再現性に乏しいものが多い･ Sever
et al.(1966)ほ妊娠25日ないし28日目の雌サルに風疹
ウイルス50-65 TCID5を静脈内接種したが胎児の異
常はみられず,贋帯血に中和抗体を認めただけであっ
たという･しかし, Delahunt et al.(1967)によれば
風疹ウイルスを静脈内,筋肉内,鼻腔内接種の組合せ
で重感染させると, 14匹の妊娠雌サルのうち9匹は流
産を起し,帝王切開で得た胎児の1例に水晶体潤濁を
認めたと述べている･一方,Amstey (1969)は風疹ウイ
ルスM33株を羊膜腔内接種すると胎児-の影響ほ致死
的であるが,生残した1匹からJ[J弁異常を病理解剖学
的に認めたと報告している.その後,妊娠雌サルを用
いた実験的風疹ウイルスの垂直感染に関する追究ほ行
われていない･ Konoetal. (1969)ほ風疹ウイルスの
日本株及び米国株の病原性の差を知る目的で妊娠ウサ
ギに静脈内感染し,米国株の接種群に胎児死亡率が高
く,かつ生残った胎児に水晶体溜濁を認め,日本株で
はこのような現象は認めなかったことを述べた.その
後, London et al.(1970)及びCohen et al･ (1971)
ほ強毒株,弱毒株による胎児-の影響の差異を明か
にする目的で同様の追試を行ったが,生残胎児の異常
ほ確認されなかった.しかし,妊娠ウサギを用いた実
験的垂直感染に関する追究はその後行われていない･
Cotlier et all(1968)ほ妊娠ラットに風疹ウイルス
103 TCID,を筋肉内接種し,胎児の出産後の死亡率
ほ高く,かつ,水晶体異常のほか心弁膜異常などを観
察し,実験的垂直感染のモデルとして最も有望である
と推奨した･しかし, Avila et al.(1972)の追試でほ,
筋肉内接種の場合,胎児に特に変化を認めなかった
が,子宮内に風疹ウイルスを接種して,ほじめて胎児
の吸収,出産児の発育不良,水晶体潤濁を低率ながら
認め,再現性に若干の疑義を示している.宍戸等
(1974)も風疹ウイルスの垂直感染実験特にその催奇
形性の研究に妊娠ラットは実験動物として特に有望で
あることは認めがたいことを報告した二
以上のように,実験的垂直感染ほ使用した動物種
で,実験者によって一定した成績が得られていない.
が,これは実験動物の個体差とも推察されるが,一方
では上記の実験動物の系統種に対する考慮が払われて
いないことも注目されねばならない･サル,ウサギ,
ラット及びフェレットの他にほ実験的垂直感染を試み
た例ほない･
著者は先ず, Oxford (1967)が乳呑みマウスに風
疹ウイルスを鼻腔内或は脳内接種し,鼻腔内接種でほ
肺から,脳内接種では脳からそれぞれ感染後1週目に
ウイルスを分離したはか　Carveret ･(1967)が乳
呑みマウスを用い脳内でのウイルス増殖を検討したと
ころ感染後8日から増殖し16日後に最高値に達するな
ど風疹ウイルスはマウス脳内で増殖するのを確認した
報告を参照し,妊娠マウスを用いて実験的垂直感染に
ついて検討を加えた二　数回に亘って行なった実験成績
を検討すると,交配を隆栓形成で確認した雌マウスの
み使用したにもかかわらず,妊娠率についてみると,
ある時期の実験でほ交配後7日目に筋肉内接種した群
でほ58･9%,非感染群でほ80･0%を示し,両者間に有
意差を明かに認めたが,冬期に行った実験でほ同じ
く交配後7日目に筋肉内接種した群でほ72.0%,非
感染群では76.0%を示し両者間には殆んど差異を認め
なかった例があった･これはマウスの飼育条件,特に
実験時の季節によって左右されたものと考えられた･
同様な事実は感染母マウスから出産した晴乳マウスの
死亡率についても観察され,季節等による飼育条件ほ
厳密に考慮されねばならない点であろう二
風疹ウイルスに感染した母マウスの血清抗体価や陽
性率の上昇及び2例の母マウスの弾膿及び胎盤からウ
イルスが分離されたことほ,母マウスの体内で感染が
成立することを示すものである･ Oxford (1967)辛
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carver et al.(1967)は新生哨乳マウスを用い最陛内
及び脳内接種法で晴乳マウス体内でのウイルス増殖を
検討しているのみで,妊娠マウスの風疹ウイルスの感
染成立をみている成績ほ他にない･ただし,この場合
妊娠マウスに風疹ウイルスR l株を接種し中和抗体の
産生を確認したが,中和抗体価の高い母マウスから晴
乱している仔マウスの抗体価が必らずしも高いとほ限
らず,逆の場合もしばしば認められたことを附言する･
実験的に風疹ウイルスに感染した妊娠マウスの胎内
異常発生率は18･8%を示し,これをウサギの場合の
16.7% (Konoet al. 1969),ラットの場合の25%
(cotlier et al. 1968)の異常発生率と比べ特に三者
間に差が認められず,吸収率もAvila et al. (1972)
のラットの実験的垂直感染の場合と同様の所見が得ら
れた.また,分娩後の新生仔マウスの2週以内の死亡
率も9.0%で非感染群の2.7%に比して常に高率であ
ったことは風疹ウイルスの実験的垂直感染に妊娠マウ
スが有用な実験動物として供試し得ることを示すもの
である･風疹ウイルス対妊娠マウスの実験系で特に注
意しなければならないことほ,妊娠率や分娩あたりの
平均出産仔数,更に新生仔マウスの体重の変動など
の観察だけでは風疹ウイルスの胎児-の影響,特に垂
直感染の確認ほ困難なことに注意しなければならな
い.供試するマウスの系統種や飼育管理条件に充分な
注意を払い,胎内異常を主要な指標とし出産後の新生
仔マウスの死亡を参照する限り,本実験系は極めて有
用であることを強調したい･
結　　　　　　論
ICR系マウスを用いて風疹ウイルスの垂直感染実
験を行い,次の如き成績を得た･
1)妊娠初期のマウスに風疹ウイルスRl株を筋肉内
接種及び最陛内注入し,母マウス及び出産仔マウスに
中和抗体を検出した.また,妊娠マウスの2例につい
て,その牌臓及び胎盤からウイルスを分離し,感染が
成立することを確かめた･
2)風疹ウイルスRl株を妊娠初期に感染させたマウ
スで子宮内における胎児の異常及び吸収を認め,普
た,分娩後2週間以内の新生仔マウスに高い死亡率を
認めた事実から,その垂直感染の成立を推定すること
が出来たが,胎児及び新生仔の組織からのウイルス分
離は不成功に終った･また,出生後2週間以上生残っ
た新生仔マウスほ正常の発育を示した･
3)風疹ウイルスの実験的垂直感染にICR系マウス
ほ有用であることを強調したい･
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Fig l･ Abnormality of fetuses in the uterus of infected pregnant mice with
rubella virus
Condition of fetuses when mother sacrifice!
a･ b : dead and absorbed fetuses
c : dead fetus
d : healthy fetus
